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1.- Resum 
 
En aquest treball s’ha fet una contribució a l’anàlisi dels esteril glucòsids en biodièsel. Els 
esteril glucòsids són aquells compostos formats per un glúcid i per un esterol. L’anàlisi ha 
consistit en la realització de dues fases complementàries on s’han determinat les diferències 
entre els esterols lliures i els esterols totals. Mitjançant un mètode cromatogràfic senzill, en 
què només s’ha fet una preparació simple i una anàlisi cromatogràfica, s’ha pogut detectar 
els esterols lliures. En canvi, en el cas dels esterols totals, primer s’ha estudiat la manera de 
deslligar els esterols que estan lligats amb un glúcid. La tècnica que s’ha utilitzat per fer-ho 
és la saponificació, una tècnica d’extracció on es trenca l’enllaç entre el glúcid i l’esterol. Així 
doncs, un cop obtingut l’extracte on tenim tots els esterols separats dels glúcids, aquest es 
prepara igualment com en el cas dels esterols lliures.  
S’obtenen d’aquesta manera dos resultats: un per als esterols totals i un altre per als 
esterols lliures. Fet això només cal restar els resultats obtinguts en aquestes dues fases per 
determinar el contingut en esteril glucòsids en biodièsel. 
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2.- Objectiu. 
 
Aquest projecte té com a objectiu principal contribuir a la recerca d’una anàlisi per 
determinar els esteril glucòsids en mostres de biodièsel. Per poder, d’aquesta manera, 
conèixer un dels problemes que té el biodièsel a l’hora de fabricar-lo. Els esteril glucòsids 
són cristalls blancs que apareixen en el biodièsel. 
 
El biodièsel és una font d’energia que en l’actualitat ha guanyat molt de pes enfront dels 
productes petrolífers que l’envolten. S’han fet estudis per tal que el biodièsel, que és una 
font d’energia totalment ecològica, pugui substituir en la seva totalitat el gasoil convencional 
que s’utilitza en l’actualitat. 
 
Per poder fer la determinació dels esteril glucòsids, es realitzaran dues proves 
complementàries la diferència entre els resultats de les quals determinarà la quantitat real 
d’esteril glucòsids que hi ha en la mostra. Però abans de poder fer aquestes proves, en 
primer lloc caldrà realitzar una part teòrica on s’estudiarà la producció mundial del biodièsel i 
les seves anàlisis; i a partir d’aquest estudi teòric podrem conèixer millor el problema que 
generen els esteril glucòsids en la seva fabricació. 
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3.- Introducció. 
 
Els esteril glucòsids són compostos formats per un grup esterol per exemple colesterol i una 
cadena glúcida o hidrat de carboni, com pot ser la sacarosa. 
 
L’anàlisi dels esteril glucòsids ens aporta dades del producte, o sigui, podem determinar si 
un biodièsel prové d’olis animals, d’olis vegetals o bé és una barreja dels dos. Però la 
problemàtica que tenen aquests compostos és que quan l’oli es transesterifica per generar 
el biodièsel no ho fa totalment sinó que es formen petits cristalls. Aquests petits cristalls són 
els esteril glucòsids, que quan es deixen en repòs precipiten en un sòlid blanc. I és 
precisament aquí on tenim el problema més gran, és a dir, en el moment de filtrar.  L’assaig 
de filtració es veu afectat per aquests esteril glucòsids en suspensió i fa que el producte 
estigui fora de les especificacions necessàries per ser venut com a producte pur. 
 
En aquest projecte es vol contribuir a l’anàlisi dels esteril glucòsids d’una mostra de 
biodièsel qualsevol mitjançant dues fases complementàries. I el que es vol aconseguir amb 
aquestes dues proves és detectar les diferències entre esterols lliures i esterols totals (que 
són els que s’aconsegueixen trencant la cadena formada per l’esterol i el glúcid). En la 
primera fase es determinen els esterols lliures mitjançant un mètode cromatogràfic senzill en 
què només cal tractar la mostra amb els solvents adequats, com són l’heptà, la piridina i un 
reactiu derivatitzant, d’aquesta fase s’obtindran els esterols lliures. En la segona fase s’ha 
de tractar la mostra abans de preparar-la per a l’anàlisi fent una saponificació, que serà el 
procés pel qual es trencarà l’enllaç entre el glúcid i l’esterol. Un cop tenim feta la 
saponificació, per poder determinar els esterols totals, la mostra segueix el mateix 
tractament que en la fase anterior. L’últim pas que queda és fer la resta dels resultats 
obtinguts a cada fase per determinar els esteril glucòsids. 
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4.- Què és el biodièsel? 
 
La paraula oli és un terme genèric que serveix per  designar nombrosos líquids grassos 
d'orígens diversos, que no es dissolen en l'aigua perquè tenen menys densitat que aquest 
fluid. Aquesta paraula denomina olis vegetals, animals o minerals. En el cas del biodièsel 
només  inclourem els olis vegetals i animals, deixarem fora els minerals que tenen el cru de 
petroli com a origen. 
 
Existeix certa confusió entre el terme greix i oli. Greix és un terme genèric utilitzat per 
designar diverses classes de lípids, encara que generalment es refereix als acilglicèrids, és 
a dir, esters formats per un, dos o tres àcids grassos que s'uneixen a una molècula de 
glicerina formant així monoglicèrids, diglicèrids i triglicèrids respectivament. 
 
El tipus més comú de greix és el format per tres àcids grassos units a una molècula de 
glicerina, rep el nom de triglicèrid. Els triglicèrids que a temperatura ambient són sòlids, es 
denominen greixos, mentre que els que són líquids són coneguts com a olis.  
 
En funció del tipus d'àcids grassos que formin els greixos, i en particular del seu grau 
d’insaturació (nombre d'enllaços dobles o triples), podem distingir entre: 
 
• Greixos saturats: formats majoritàriament per àcids grassos saturats, que són els 
que tenen la cadena hidrocarbonada plena d'hidrògens. En aquest cas, tots els 
enllaços entre els seus àtoms de carboni són simples, és a dir, sense cap doble o 
triple enllaç, cosa que es tradueix en una molècula d’estructura rectilínia. Els àcids 
grassos saturats són molt comuns en els animals. Alguns exemples d'àcids grassos 
són l'àcid palmític, l'àcid esteàric, l'àcid mirístic o l'àcid lignocèric. Apareixen, per 
exemple, a la cansalada, al sèu, als sagins de cacau o de cacauet, etcètera. 
Aquests tipus de greixos són sòlids a temperatura ambient.   
 
 
 
 
 
      Figura 1. Àcid mirístic. Exemple d’àcid gras saturat.  
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• Greixos insaturats: formats principalment per àcids grassos insaturats com l'oleic o 
el palmitoleic. Els àcids grassos insaturats són àcids carboxílics de cadena llarga 
amb un o més dobles enllaços entre els àtoms de carboni. La posició de la 
insaturació (doble enllaç) s'indica de vegades amb la lletra grega omega (Ω) i un 
número. El número designa en quin enllaç, comptant des del final de la cadena 
(omega és l'última lletra de l'alfabet grec i per tant indica que cal començar a 
comptar des del final) es troba la insaturació. Els greixos formats majoritàriament 
per àcids insaturats són líquids a temperatura ambient i comunament se'ls coneix 
com a olis. Els greixos insaturats es poden subdividir en: 
 
- Greixos monoinsaturats: formats per àcids grassos de cadena carbonada, 
que posseeixen una sola instauració a la seva estructura, és a dir, 
posseeixen només un sol doble enllaç carboni- carboni (-CH=CH-). Un 
exemple d'aquest tipus d'àcids és l'oleic, present en gairebé tots els greixos 
naturals, anomenat comunament omega 9 (Ω9). 
 
 
Figura 2. Àcid oleic. Exemple d’àcid gras monoinsaturats. 
 
 
- Greixos poliinsaturats: formats per àcids grassos que contenen dins la 
seva estructura més d'un doble enllaç (per exemple, Ω3 i Ω6 ). Podem 
distingir dos tipus de greixos poliinsaturats: 
o Àcids grassos cis: són àcids grassos insaturats en els quals els 
dos àtoms d'hidrogen del doble enllaç estan al mateix costat de la 
molècula, cosa que li confereix un "colze" en el punt on hi ha el 
doble enllaç. La majoria dels àcids grassos naturals posseeixen 
configuració cis 9.  
o Àcids grassos trans: en aquests els dos àtoms d'hidrogen estan 
un a cada costat del doble enllaç, cosa que fa que la molècula sigui 
rectilínia. Es troben principalment en aliments industrialitzats que 
han estat sotmesos a hidrogenació, amb la finalitat de solidificar-los 
(com la margarina).  
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      Figura 3. Àcid linoleic. Exemple d’àcid gras poliinsaturat amb les seves dues configuracions. 
 
Els greixos i olis estan formats per glicerina i diferents proporcions dels tres àcids grassos 
explicats abans, que són els que els aporten les seves principals característiques. Com que 
els diferents àcids grassos tenen propietats físiques i químiques diferents, el perfil d'àcids 
grassos és probablement el paràmetre que influeix més en les propietats fisicoquímiques 
d'un oli vegetal o d’un greix animal. 
 
Per  obtenir biodièsel l'oli vegetal o el greix animal és sotmès a una reacció química 
anomenada transesterificació. En aquesta operació l'oli vegetal o el greix animal reacciona 
en presència d'un catalitzador (normalment una base) i d’un alcohol (normalment metanol) 
per  produir el corresponent alquil ester (en el cas del metanol els metil esters o esters 
metílics), sorgit de la barreja d'àcids grassos presents en l'oli o en el greix. És per això que 
es descriu el biodièsel com a esters metílics d'àcids grassos (Fatty Acid Methyl Esters o 
FAME, en anglès). 
 
4.1.- D’on prové el biodièsel. 
 
Després de la Segona Guerra Mundial, però sobretot arran de la crisi del petroli de principis 
de la dècada dels setanta del segle passat (1973, concretament), el preu del petroli es va 
encarir molt. A més, a partir d’aquesta època és també quan el món comença a preocupar-
se pel medi ambient. Finalment, un altre factor important en l’aparició del biodièsel és el fet 
que gràcies a l’elaboració d’aquest combustible els països amb molt d’excedent de 
producció agrícola podien reutilitzar la producció sobrera com a font d’energia. 
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Actualment Europa produeix i consumeix el 90 % del biodièsel a nivell mundial i és pionera 
en la recerca d'alternatives energètiques més ecològiques que les que utilitzem.  
 
Les primeres iniciatives per comercialitzar el biodièsel a Europa es donen a Àustria i a 
França a final dels anys vuitanta del segle XX. A la dècada de 1990 es construeixen les 
primeres plantes de producció industrial de biodièsel. Alemanya pren el relleu d'aquesta 
iniciativa. El seu dinàmic sector agrícola i la seva potent indústria del motor intueixen les 
grans possibilitats d'aquest mercat en desenvolupament, i des de final dels anys noranta es 
converteix en el principal productor de biodièsel i de tecnologia adaptada. 
 
4.2.- Quin és l’oli més utilitzat per produir-lo?  
 
 
Actualment la indústria responsable de la producció de biodièsel utilitza grans quantitats d’oli 
de soja, de palma o de colza, tot i que el producte més usat és l’oli de soja. Però podem 
produir biodièsel amb altres tipus d’oli com són el de coco i el de cacauet, i també podem 
reutilitzar olis de la indústria mecànica i de la indústria culinària com són els olis de fregir. 
 
Olis vegetals 
Producció 2005-06 
[milions de tones 
mètriques] 
Soja 33,5 
Palma 33,6 
Colza 16,0 
Girasol   9,7 
Cacauet   4,5 
Cotó   5,0 
Nou de Palma   3,9 
Coco   3,2 
Blat   3,5 
Total  112,9 
 
Taula 1. Producció mundial dels nou olis vegetals més importants (dades obtingudes de Biodiesel. El manual 
completo MITTELBACH, MARTIN i REMSCHMIDT, CLAUDIA editorial Boersdruck: [2004-2006]). 
 
 
A Europa l’any 2006 es van produir 1.5 milions de tones de biodièsel, com podem veure en 
el gràfic 1 la majoria de l’oli que es destina a biodièsel prové de la colza, encara que la seva 
producció sigui inferior a la producció de soja o palma. 
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Gràfic 1. Classificació dels olis segons el seu ús en la producció de biodièsel (dades obtingudes de 
Biodiesel. El manual completo MITTELBACH, MARTIN i REMSCHMIDT, CLAUDIA editorial Boersdruck: [2004-
2006]). 
 
4.3.- Mètode de producció. 
 
El mètode que utilitzen totes les indústries productores de biodièsel, gràcies al seu bon 
rendiment, és el mètode de la transesterificació, que consisteix en tres reaccions reversibles 
i consecutives. El triglicèrid és convertit consecutivament en diglicèrid, monoglicèrid i 
glicerina. A cada reacció s’allibera un mol d’ester metílic. Tot aquest procés es du a terme 
dins un reactor on es produeixen les reaccions i en posteriors fases es realitzen les etapes 
de separació, purificació i estabilització. 
 
CH2-O-CO-R1 CH2-O-CO-R1
1era
Reacció CH-O-CO-R2 R-OH Ra-O-CO-R3 CH-O-CO-R2
CH2-O-CO-R3 CH2-OH
Alcohol Éster
Triglicèrid Diglicèrid
CH2-O-CO-R1 CH2-OH
2ona
Reacció CH-O-CO-R2 R-OH Ra-O-CO-R1 CH-O-CO-R2
CH2-OH CH2-OH
Alcohol Éster
Diglicèrid Monoglicèrid
CH2-OH CH2-OH
3era
Reacció CH-O-CO-R2 R-OH Ra-O-CO-R1 CH-OH
CH2-OH CH2-OH
Alcohol Éster
Monoglicèrid Glicerina
K1
K2
K3
K4
K5
K6
 
Figura 4. Ordre de reaccions en la producció d’un biodièsel (transesterificació) (dades obtingudes de Biodiesel. El 
manual completo MITTELBACH, MARTIN i REMSCHMIDT, CLAUDIA editorial Boersdruck: [2004-2006]).. 
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En el diagrama de flux presentat a continuació es pot observar com fabricar industrialment  
biodièsel des del punt inicial, on entra l’oli cru, fins al punt final, on acaba la producció, 
moment en què ja és apte per a la seva comercialització.  
 
 
Separació
Oli Filtració Reacció Separació Rentat
Metanol
KOH
Glicerina
Ac. 
Grasos
Mesclador
Fertilitzant
Separació
Neutralització
Separació
Separació
Secat
Neutralització
Destil·lació
flash
Destil· lació
Aditivació
Aigua
Àcid
Aigua de 
rentat
Aditiu
Aigua i 
volàtils
Biodièsel
Sòlids
Figura 5. Diagrama de flux. Representació del procés per obtenir biodièsel a partir d’oli cru (dades obtingudes de 
Biodiesel. El manual completo MITTELBACH, MARTIN i REMSCHMIDT, CLAUDIA editorial Boersdruck: [2004-2006]).. 
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5.- Com es presenta el biodièsel en la societat? 
 
En la societat el biodièsel es presenta com a una font d’energia neta i renovable. El 
consumidor trobarà en el mercat de l’automoció el biodièsel com  una barreja anomenada 
bio combustible; com que el biodièsel és miscible amb el gasoil s’ha establert que 
normalment es trobi el biodièsel barrejat amb aquest combustible fòssil. Així doncs, es 
permet fer barreges de gasoil amb biodièsel a partir del 5 % en volum, si es supera aquest 
percentatge l’usuari haurà d’ésser informat. Per tant, trobarem els gasoils de consum amb 
l’acrònim BXX, en què XX representarà la quantitat en percentatge de volum de biodièsel 
que hi haurà a la barreja (per exemple, si trobem l’acrònim  B20 significa que el gasoil conté 
un 20 % en volum de biodièsel) 
 
5.1.- Avantatges del seu ús. 
 
El biodièsel té els següents avantatges competitius en comparació amb els combustibles 
fòssils tradicionals: 
 
o Procedeix d’una font renovable d’energia, fet que redueix la dependència 
del petroli. 
o És biodegradable. 
o Redueix la majoria de les emissions de gasos (a excepció del NOx). 
o Té un major punt d’inflamació, fet que implica la conseqüent seguretat 
afegida en la seva manipulació i el seu emmagatzematge. 
o Té una excel·lent lubricitat, un aspecte que guanya importància per  
l’obligació de comercialitzar gasoils amb baix contingut de sofre. L’addició 
de biodièsel en petita proporció (1-2 %) al gasoil li restableix la lubricitat. 
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6.- Esteril glucòsids. 
 
En determinats moments adquirim olis d’oliva verge a casa i sovint els deixem en repòs 
perquè en gastem menys que l’oli de gira-sol. Passat uns dies veiem que en el fons de 
l’ampolla de l’oli d’oliva es forma un sòlid blanc que quan s’escalfa a temperatura ambient 
“desapareix”. Més aviat el que succeeix és que tan sols es deslliga en petites partícules que 
són invisibles a l’ull,  però que si filtrem l’oli les trobarem. Una fracció d’aquests sòlids són 
els esteril glucòsids. 
 
6.1.- Què són els esteril glucòsids? 
 
Els esteril glucòsids són aquests sòlids blancs que apareixen en els biodièsels un cop 
produïts. Són partícules que quan el biodièsel està calent o a una temperatura ambient 
confortable són invisibles a l’ull però que hi són. Tot i així, per poder conèixer bé que són els 
esteril glucòsids primer de tot cal conèixer que són els esterols i els glucòsids. 
 
Els esterols són cadenes lipídiques formades per àtoms de carboni entre 27 i 29, els trobem 
en abundància en els éssers vius. Els esterols són paràmetres que caracteritzen  cada tipus 
de grassa o oli, de manera que podem conèixer el percentatge de cadascun d’ells en cada 
espècie, tant animal com vegetal. Així doncs, quan s’analitzen els esterols en un oli es pot 
determinar no només l’espècie i el seu lloc d’origen sinó que també es pot arribar a 
determinar si aquest ha estat adulterat o barrejat amb un altre d’un tipus diferent. Aquestes 
substàncies són solubles en dissolvents orgànics i tenen un elevat punt de fusió per 
exemple el colesterol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                            Figura 6. Exemple de colesterol (dades obtingudes de www.wikipedia.org). 
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El següent compost és el glúcid, altrament anomenat sucre o hidrat de carboni. El glúcid és 
un seguit de cadenes fetes de carboni, hidrogen i oxigen, el compost bàsic de les quals és el 
carboni. Els hidrògens i els oxígens s’enllacen al carboni de diferents formes, i això fa que la 
molècula puguin classificar-se segons el nombre de carbonis que contingui. Aquestes 
substàncies són molt solubles en aigua i són les que ens proporcionen energia.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Exemple de glucosa (dades obtingudes de www.wikipedia.org). 
 
Per tant, de la unió entre l’esterol i el glúcid tenim una molècula d’esteril glucòsid, com la 
que es presenta seguidament: 
 
 
Figura 8. Exemple d’esteril glucòsid (dades obtingudes de Identificacion and Occurrence of Steryl Glucosides in 
Palm and Soy Biodiesel. Vera Vam Hoed- Nadezkda Zyaykina- Wim De Greyt- Jeroen Maes- Roland Verhé- Kristof 
Demeestere. AOCS (2008 85:701-709)  
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6.2.- Mètodes coneguts d’anàlisi d’esteril glucòsids 
 
Pel que fa a l’anàlisi dels esteril glucòsids no s’ha trobat cap norma associada a la seva 
determinació, mitjançant diferents pàgines web i bases de dades sobre publicacions oficials 
com són normes i estudis s’han obtingut diferents mètodes d’anàlisi d’autors com: 
 
o Identification and quantification of steryl glucosides in biodiesel, Paolo Bondioli, 
Nicoletta Cortesi, Carlo Mariani Proteomics  110, pagina 120–126. Any 2008. 
o The Identification and Quantification of Steryl Glucosides in Precipitates from 
Commercial Biodiesel Robert A. Moreau Æ Karen M. Scott Æ Michael J. Haas 
(AOCS 2008) 
o Identification and Occurrence of Steryl Glucosides in Palm and Soy Biodiesel 
Vera Van Hoed Æ Nadezhda Zyaykina Æ Wim De Greyt Æ Jeroen Maes Æ 
Roland Verhe´ Æ Kristof Demeestere (AOCS 2008) 
o Quantification of free and esterified steryl glucosides in vegetable oils and 
biodiesel, Florence Lacoste, Franck Dejean, Hugues Griffon and Charlotte 
Rouquette, Wiley-VCH, Weinheim, Allemagne, editorial Revue (2000) 
 
Els autors citats han fet les seves recerques analitzant els esteril glucòsids de diferents 
maneres, encara que finalment tots igual que en el present projecte acaben fent un 
derivatitzat de la mostra i fent un anàlisi cromatogràfic encara que molts no treballen amb un 
gasos-masses sinó que treballen amb un gasos-FID. Altres publicacions trobades també 
han fet els seus estudis amb equips d’índex de refracció.   
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6.3.- Com els volem analitzar? 
 
En aquest projecte la idea bàsica és fer una primera part de la recerca dels esteril glucòsids 
en el biodièsel aprofitant una de les preparacions de les anàlisis que ja realitzem per 
certificar el biodièsel en el laboratori. Per a la segona part s’ha plantejat fer una 
saponificació de la qual es farà servir la part insaponificable. 
En el laboratori es fan totes les anàlisis que es contemplen a la norma UNE-EN14214, tal 
com apareixen en la taula següent: 
 
Taula 2 Anàlisi amb límits sobre un biodièsel per complir la norma EN 14214 (www.biodieselspain.com)  
 
Però en el nostre cas i pel que fa a la primera part de l’anàlisi, només ens centrarem en les 
preparacions que afecten a la cromatografia, ja que en tots els casos estudiats l’anàlisi dels 
esteril glucòsids s’ha acabat per determinant mitjançant un sistema cromatogràfic. Per tant, 
les preparatives que estudiarem són el contingut en ester amb el contingut en metil éster 
linolènic, l’anàlisi dels glicèrids en què es determinen monoglicèrids, diglicèrids i triglicèrids, 
a més a més de la glicerina i l’anàlisi del contingut en metanol. 
 
Contribució a la determinació dels esteril glucòsids en el biodièsel                        Ernest Darder Mediña  
 
 
16 
 
7.- Cromatografia de gasos- espectrometria de masses. 
  
La cromatografia és un tècnica d’anàlisi separatiu i selectiu de molècules, on d’una barreja 
complexa es poden identificar i quantificar els diferents compostos que formen la barreja. 
 
Existeixen diferents tipus de cromatografia segons el que es vulgui determinar però totes 
tenen una cosa en comú com es el fet de tenir una fase mòbil i una fase estacionària. 
Seguidament es farà una breu introducció sobre els diferents tipus de cromatografia, encara 
que en el projecte es treballarà amb el cromatògraf de gasos-espectrometria de masses, el 
qual proporciona anàlisis de tipus qualitatiu i alhora quantitatiu.  
 
7.1.- Tipus de cromatografia. 
 
La cromatografia es classifica segons la natura de la fase mòbil utilitzada. Així doncs, tenim 
tres tipus de cromatografia: 
 
o Cromatografia de capa fina: aquest és un tipus de 
cromatografia en la qual tenim una fase mòbil que és un 
líquid, que pot ser pur o una barreja de diferents dissolvents 
purs, i una fase estacionària sòlida, que acostuma a ser una 
placa amb un sòlid absorbent, que pot ser albúmina o 
silicagel. La separació es produeix per la diferent absorció 
dels diferents components de la mescla respecte del sòlid i, 
per tant, segons la posició on surtin els compostos podrem 
determinar quin compost és, fins i tot podrem preparar 
diferents patrons per tal de quantificar-los. 
 
o Cromatografia líquida: la seva fase mòbil es un líquid, que 
pot ser un dissolvent pur o una barreja de diferents solvents. 
La separació dels compostos es produeix en una columna 
cromatogràfica plena d’una fase estacionària sòlida, que pot 
ser una sílice tractada o una resina de bescanvi iònic, tot 
depenent de l’anàlisi que es vulgui realitzar. Aquest tipus de 
cromatografia va associada sempre a un equipament 
informàtic i a un equipament tècnic que realitza el pas del 
solvent a través de la columna i obté el resultat dels 
fragments separats de la mostra anomenat detector. 
 
Figura 9 Exemple de capa fina 
(http://www.uprm.edu/biology/profs/
velez/cromatografias.htm) 
Figura 10 Exemple 
cromatograf líquid 
(www.agilent.com) 
Contribució a la determinació dels esteril glucòsids en el biodièsel                        Ernest Darder Mediña  
 
 
17 
 
 Cromatografia de gasos: aquest tipus de tècnica separativa 
està associat a una fase mòbil gasosa, que pot ser normalment 
Heli, Nitrogen o Hidrogen, amb una columna cromatogràfica 
amb un sòlid dins seu que pot ser una sílice, dimetil polisiloxà o 
un polietilenglicol. La mostra és vaporitzada en l’injector i entra 
en forma gas i es barreja amb el gas portador de manera que 
aquesta queda retinguda a la columna i va apareixent en el 
detector al llarg del temps segons la seva retenció en la 
columna. 
 
 
 
7.2 Tipus de detectors. 
 
Com s’ha vist anteriorment hi ha dos tipus de cromatografia que treballen amb equips físics, 
una és la cromatografia en fase líquida i l’altra la cromatografia en fase gas. Però dins 
d’aquests dos grups tenim també diferències pel que fa als detectors segons què volem fer. 
 
 En el cas de la cromatografia líquida els detectors més típics són: 
 
o RID o Índex de refracció. 
o DAD o diode array detector. 
o Ultra Violat / Visible. 
o Detector de quimioluminescència. 
o Detector de conductivitat. 
o Detector de fluorescència. 
 
En el cas de la cromatografia gasosa tenim altres tipus de detectors com són: 
 
o FID o detector d’ionització de flama. 
o TCD o detector de conductivitat tèrmica. 
o NPD o detector de nitrogen fòsfor. 
o ECD o detector de captura d’electrons. 
o MSD o detector d’espectrometria de masses. 
 
 
Figura 11 Exemple de 
cromatògraf de gasos  
(www.agilent.com) 
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7.3 Què és un detector de masses? 
 
El detector o espectròmetre de masses és un sistema d’ionització que s’utilitza quan una 
molècula que està en fase gasosa a una baixa pressió, al voltant de 10-5 mbar,[1] rep un 
impacte electrònic (feix d’electrons) que bombardeja les molècules amb electrons a una 
certa energia de manera que aquestes molècules queden ionitzades, deixant així la 
molècula descomposta en ions de càrrega positiva. 
 
 M + (feix d’electrons)               M+ + e- 
 
El tipus i la proporció d’aquests ions positius serà característic de cada molècula. Així doncs, 
en tenir la molècula descomposta es pot conduir, mitjançant camps elèctrics o magnètics, a 
través d’un sistema col·lector, on cada ió tindrà una velocitat diferent segons la massa que 
tingui. Aquest fenomen fa que quan una substància arriba al final del col·lector es pugui 
obtenir l’espectre de masses, que és el gràfic on es pot determinar a través d’un sistema 
informàtic de quina substància es tracta, identificant-ne  la seva estructura amb l’ajut d’una 
llibreria com pot ser la NIST. 
Aquesta tècnica en l’actualitat no només està arrelada en la investigació sinó que també 
s’utilitza molt en l’anàlisi rutinari, bàsicament per detectar impureses, en processos de 
control, industrials o de qualitat, i molt extensament en anàlisi medi ambientals, ja que és 
una tècnica amb molta sensibilitat i per això pot arribar a detectar quantitats molt petites de 
qualsevol analit. 
 
Les característiques bàsiques d’aquesta tècnica són: 
 
o Capacitat identificativa. Detecta i identifica gran quantitat de 
substàncies, amb un marge d’error molt baix. 
o Capacitat quantitativa. Pot utilitzar-se per determinar la quantitat de 
cada substància a analitzar. 
o Alta sensibilitat. És un tipus de detector que es fa servir molt per 
determinar quantitats molt petites ppm, ppb, ppt, fins i tot, ppq, amb 
mètodes molt específics. 
o Dóna gran informació de l’estructura que s’està analitzant.[2] 
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A continuació es presenta un esquema de com funciona un detector de masses 
 
 
 
Figura 12 Exemple del funcionament d’un detector de masses.(Imatge extreta de 
http://upcommons.upc.edu/revistes/bitstream/2099/2733/1/5CROMGASES.pdf) 
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Part experimental. 
 
8. Planificació i tasca realitzada. 
 
Pel que fa a la planificació, el primer que s’ha hagut de fer és aconseguir els reactius i el 
patrons per fer la determinació. S’ha decidit  fer servir per l’anàlisi els següents compostos, 
Colesterol, β-Sitoesterol, Stigmasterol i Ergosterol, que són els que es citen més en les 
bibliografies estudiades. Un cop obtinguts aquests compostos comercials es van donar 
d’alta al registre de compostos comercials del laboratori, on s’han guardat amb les següents 
característiques de cadascun d’ells: 
 
Nom reactiu 
Casa 
comercial 
Part number 
LOT 
Grau 
% 
Conserv
ació 
Nº reactiu 
laboratori 
Grup Ubicació Caducitat Aspecte 
Colesterol 
Sigma-aldrich 
P/N C8667-5G 
080M5304V >= 99 -20 ºC R-7204 Orgànics Congelador 22/07/13 
Grans fins 
blancs 
β-sitoesterol 
Sigma-aldrich 
P/N 85451-
100G 
BCBD3660V >= 70 20 ºC R-7207 Orgànics Armari varis 22/07/13 
Pols 
blanca 
Stigmasterol 
Sigma-aldrich 
P/N S2424-5G 
BCBD9901V >= 95 20 ºC R-7206 Orgànics Armari varis 22/07/13 
Pols 
blanca 
Ergosterol 
Sigma-aldrich 
P/N 45480-
10G-F 
 
BCBD9315V >= 95 -20 ºC R-7205 Orgànics Congelador 22/07/13 
Sòlid 
cristalí 
groc 
Taula 3 Dades de cada compost que el laboratori precisa per donar-li un numero de reactiu.  
 
Seguidament, es va fer un estudi mitjançant la llibreria NIST MS Search 2.0 per a cada 
compost, així podem conèixer la seva estructura iònica. 
 
Dades obtingudes per al Colesterol en la llibreria NIST MS Search 2.0. 
 
Name: Cholesta-3,5-diene 
Formula: C27H44 
MW: 368 CAS#: 747-90-0 NIST#: 187127 ID#: 27367 DB: replib 
Other DBs: Fine, RTECS, HODOC, NIH, EINECS 
Contributor: Chemical Concepts 
10 largest peaks:  
 368 999 | 81 860 | 43 789 | 147 769 | 107 629 | 
 55 625 | 145 621 | 105 615 | 41 533 | 95 529 | 
Synonyms:  
1.ë(Sup3,5)-Cholestadiene 
2.Cholesterilene 
3.ë-(sup 3,5)-Cholestadien 
4.ë-3,5-Cholestadiene 
5.Cholestadiene 
6.d3,5-Cholestadiene 
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(replib) Choles ta-3,5-diene
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Figura 13 Espectre de masses del Colesterol 
 
Dades obtingudes per al β-Sitoesterol en la llibreria NIST MS Search 2.0. 
  
Name: á-Sitosterol acetate 
Formula: C31H52O2 
MW: 456 CAS#: 915-05-9 NIST#: 127034 ID#: 27486 DB: replib 
Other DBs: Fine, NIH, EINECS 
Contributor: LAC, NIDDK, NIH, Bethesda, MD 20892 
10 largest peaks:  
 396 999 | 43 677 | 397 349 | 147 243 | 81 234 | 
 145 201 | 55 200 | 57 199 | 382 171 | 105 168 | 
Synonyms:  
1.Stigmast-5-en-3-ol, acetate, (3á)- 
2.á-Sitosterol 3-acetate 
3.á-Sitosteryl acetate 
4.Acetyl-á-sitosterol 
5.Sitosteryl acetate 
6.Stigmast-5-en-3á-ol, acetate 
7.Stigmast-5-en-3á-yl acetate 
8.Stigmast-5-en-3-ol, acetate 
9.Sitosterol,á, acetate 
10.3á-Acetoxystigmast-5-ene 
11.á-Stitosteryl acetate 
12.Sitosterol acetate 
13.Stigmast-5-en-3-yl acetate  # 
14.Beta-sitosteryl acetate 
 
(replib) á-Sitos terol acetate
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Figura 14 Espectre de masses del β-Sitoesterol 
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Dades obtingudes per a l’Stigmasterol en la llibreria NIST MS Search 2.0 
 
Name: Stigmasta-5,22-dien-3-ol, acetate, (3á,22Z)- 
Formula: C31H50O2 
MW: 454 CAS#: 54482-54-1 NIST#: 157611 ID#: 160147 DB: mainlib 
Other DBs: None 
Contributor: Chemical Concepts 
10 largest peaks:  
 394 999 | 81 695 | 55 641 | 83 537 | 255 451 | 
 69 401 | 395 325 | 145 272 | 43 262 | 133 260 | 
Synonyms:  
1.(22E)-Stigmasta-5,22-dien-3-yl acetate  # 
 
(m ainlib) Stigmasta-5,22-dien-3-ol, acetate, (3á,22Z)-
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Figura 15 Espectre de masses del Stigmasterol 
 
Dades obtingudes per a l’Ergosterol en la llibreria NIST MS Search 2.0. 
 
Name: 19-Norbrassicaster-3-one, 7,8,9,10-detetrahydro- 
Formula: C27H38O 
MW: 378 CAS#: 32277-76-2 NIST#: 214828 ID#: 1893 DB: replib 
Other DBs: None 
Contributor: LAC, NIDDK, NIH, Bethesda, MD 20892 
10 largest peaks:  
 43 999 | 55 568 | 41 305 | 69 260 | 378 181 | 
 211 176 | 67 152 | 226 149 | 251 149 | 155 141 | 
Synonyms:  
1.Neoergosterone 
2.17-[(2E)-1,4,5-Trimethyl-2-hexenyl]estra-5(10),6,8-trien-3-one  # 
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(replib) 19-Norbrass icas ter-3-one, 7,8,9,10-detetrahydro-
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Figura 16 Espectre de masses de l’Ergosterol 
 
Amb aquestes dades que obtenim de la NIST (llibreria del software) podem elaborar un 
mètode cromatogràfic per punxar els patrons i poder-los determinar amb la màxima 
sensibilitat, ja que els espectres de masses ens donen una informació tant  important com 
és l’estructura de ions. Amb aquesta informació escollim els ions que utilitzarem per a cada 
compost, de forma que es puguin identificar fàcilment i, a més a més, ens permet elaborar 
un mètode d’alta sensibilitat per poder veure traces de cadascun d’ells. Però abans de donar 
el mètode definitiu el que s’ha fet és preparar els patrons per assegurar que els tenim 
localitzats en el cromatograma, (aquest pas s’exposarà en el punt següent). El mètode que 
hem generat s’anomena ESTGLUCOSIDS.M ( on .M és l’extensió que li dóna el software 
que utilitzem al laboratori ). 
 
 
Descripció del Mètode ESTGLUCOSIDS.M : 
 
 
Mode Split 
Temperatura injector 300ºC 
Pressió 10.00 psi 
Split ratio 19.6:1 
Flux split 18.8 mL/min 
Flux total 22.6 mL/min 
Tipus de gas portador Heli 
Volum d’injecció 1.00 µL 
Xeringa 10 µL 
Taula 4 condicions per el port d’injecció en el mètode.  
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Ratio Temp/min 
(ºC/min) 
Temperatura final (ºC) Temps (min) Temps transcorregut 
(min) 
  100 1.00 1.00 
10.00 320 25.00 48.00 
Taula 5 condicions pel forn en el mètode.  
 
 
 
Columna Capil·lar 
Model de columna Agilent 19091S-433 HP5-MS 
Temperatura màxima 325 ºC 
Longitud 30 m 
Diàmetre extern 250 µm 
Diàmetre intern de partícula 0.25 µm 
Mode de treball Pressió constant 
Flux nominal inicial 1.0 mL/min 
Velocitat mitja del gas 37 cm/seg 
Detector  MSD (masses) 
Taula 6 condicions per la columna del mètode.  
 
 
Arxiu sintonitzador Atune.u 
Tipus d’adquisició Sim/ Scan simultanis 
Temps d’espera abans injecció  0.80 min 
Scan massa mínima 30.0 
Scan massa màxima 800.0 
Sim ions  43 55 69 81 
107 253 275 363 
414    
 
MS Source (temperatura font) 230ºC 
Ms Quad (temperatura del quadropol) 150 ºC 
Taula 7 condicions pel detector del mètode.  
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Arribat aquest punt, ja podem començar a tractar els patrons, una mostra i la mateixa 
mostra addicionada amb els patrons, doncs la mostra que hem escollit al laboratori  s’ha triat 
a l’atzar, sense saber si aquesta conté o no esteril glucòsids.  
Imatge 1: Mostra escollida. 
 
Imatge 2: Zoom del sòlid. 
 
Imatge 3: Mostra agitada. 
 
Per fer les proves primer cal conèixer com es preparen les mostres de les altres dues 
anàlisis que fem al laboratori, aspecte que tractarem en el punt 7.1.1 del present projecte. 
 
Finalment haurem de preparar la mostra i la mostra addicionada amb els mètodes abans 
esmentats (anàlisi de glicèrids i de riquesa en FAME) i els patrons segons puguem dissoldre 
els compostos, això significa que també s’han fet diferents proves de solubilitat dels 
compostos. 
 
Nom reactiu Metanol Heptà Cloroform Piridina 
Colesterol Poc soluble Poc soluble Soluble Soluble 
β-Sitoesterol Poc soluble Poc soluble Soluble Soluble 
Stigmasterol Poc soluble Poc soluble Soluble Soluble 
Ergosterol Poc soluble Poc soluble Soluble Soluble 
Taula 8 Proves de solubilitat realitzades al laboratori.  
 
S’ha optat per utilitzar la piridina com a solvent perquè a més de ser un dels compostos de 
l’anàlisi de contingut en glicèrids és un compost que ens aporta un extra pel fet de poder-lo 
utilitzar amb un derivatitzant. A més la piridina té qualitats optimes i és un compost que aïlla 
la humitat, aspecte que fa  que es pugui treballar molt bé amb les mostres.
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8.1.Com es prepara cada anàlisi? 
 
8.1.1.- Primera fase: obtenció dels esterols. 
 
Per començar a treballar al laboratori, s’ha hagut d’avaluar els tres mètodes cromatogràfics 
coneguts. A continuació es descriu quins criteris s’han seguit per fer l’elecció del mètode 
que farem servir de guia a partir d’aquest moment. 
 
Dels tres mètodes que podem utilitzar comencem per descartar el que menys s’aproxima a 
les preparacions habituals de les bibliografies consultades. La preparació de l’anàlisi de 
contingut en Metanol l’hem de descartar, ja que aquesta preparació es fa sobre vials de 20 
mL, on es pesen 5 mL de mostra i es porten a un equip d’injecció anomenat Head Space 
(espai de cap) que  escalfa la mostra durant 45 minuts a 80 ºC, i després injecta  0,05 mL, 
del vapor que genera el vial en escalfar-se en el cromatògraf. Aquesta preparació és molt 
diferent del que s’ha trobat i, a més a més, l’ús del Head Space on es modifica la mostra  no 
sabem si es una preparació suficientment adient. 
 
Després de descartar aquesta preparació tenim la preparació del contingut en ester i 
linolènic. Aquesta preparació es fa agafant 0,2500 g de mostra i afegint-hi un estàndard 
intern (C17) de metil heptadecanoat dissolt prèviament en heptà, s’agita vigorosament, i es 
posa en vials de 2 mL i s’injecta líquid al cromatògraf. D’aquesta anàlisi obtenim la riquesa 
en FAME (Fatty Acid Metil Ester, que és el mateix que dir contingut en ester), també 
obtenim la quantitat d’àcid linolènic i la distribució per poder fer el càlcul de l’índex de cetà. 
Aquest índex de cetà és el temps que tarda un motor en fer la combustió del carburant, com 
més gran és aquest índex més ràpida és la ignició i millor qualitat tindrà. 
 
L’altra preparació que s’ha estudiat és l’anàlisi dels glicèrids, en què es determina el 
monoglicèrid, el diglicèrid i el triglicèrid, a més de la glicerina. Aquesta preparació es fa amb 
0,1000 g de mostra, on s’hi addiciona 80 µL d’estàndard intern 1, que és una solució de 0.2 
% en piridina, 200 µL d’estàndard intern 2, que conté una solució barreja de diferents 
compostos 0.5 %, en piridina, 200 µL del reactiu derivatitzant n-metil-n-(trimetilsilil) 
trifloroacetamida (MSTFA) i deixarem reposar 15 minuts. Finalment afegirem 8 mL d’heptà i 
seguidament es posa en vials, i llavors s’injecta la preparació en el cromatògraf. 
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Els reactius derivatitzants són compostos la funció dels quals és sililar els compostos 
generant compostos volàtils més estables que es poden analitzar mitjançant cromatografia 
de gasos. Aquests reactius són sensibles a la presència d’humitat, així doncs la piridina ens 
ajuda amb aquesta sililació a més de ser un catalitzador en aquests tipus de reacció, per 
aquest motiu s’ha treballat amb piridina. 
 
Figura 17 Exemple de sililació de l’Ergosterol 
 
En resum, s’ha començat la primera part de l’estudi sobre els esterols lliures utilitzant la 
preparació de la mostra com en l’anàlisi dels glicerols. Primer de tot hem de preparar els 
patrons un a un per poder comprovar si el nostre mètode funciona correctament. Per tant, 
s’ha pesat 0,1000 g de cadascun d’ells per separat, s’han portat a un volum de 10 mL de 
piridina, i, seguidament, s’han posat en vials i punxat al cromatògraf en les condicions abans 
esmentades. 
 
El resultat obtingut ha sigut el següent: 
 
 
Figura 18 Cromatograma del Colesterol punxat en solució de piridina. 
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Figura 19 Cromatograma de l’Ergosterol punxat en solució de piridina. 
 
 
Figura 20 Cromatograma del Beta-Sitoesterol punxat en solució de piridina. 
 
 
Figura 21 Cromatograma del Stigmasterol punxat en solució de piridina. 
 
 
En aquesta primera prova es poden veure els quatre esterols lliures que estem analitzant, 
però les seves cromatografies no són gaire bones. Tenim problemes de resolució degut al 
fet que els pics cromatogràfics surten amb molta cua o molt amples i, per tant, tenim molt 
poca sensibilitat. 
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Per això la següent prova amb patrons serà treballar amb el derivatitzant per veure si 
obtenim diferència a l’hora de fer la cromatografia. Afegirem 200 µL de MSTFA per provar el 
derivatitzant i alhora obtindrem la resposta de si podrem re aprofitar la preparació dels 
glicèrids. Després de realitzar les proves obtenim els següents resultats: 
 
 
Figura 22 Cromatograma del Colesterol derivatitzat i punxat en solució de piridina. 
 
 
 
Figura 23 Cromatograma de l’Ergosterol derivatitzat i punxat en solució de piridina. 
 
 
Figura 24 Cromatograma del Beta-Sitoesterol derivatitzat i punxat en solució de piridina. 
 
 
Figura 25 Cromatograma del Stigmasterol derivatitzat i punxat en solució de piridina. 
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En el software podem fer una comparació directa dels cromatogrames obtinguts com es pot 
veure en les següents figures, el cromatograma de color negre és el compost derivatitzat i el 
blau el no derivatitzat. 
 
 
Figura 26 solapament de cromatogrames del Colesterol derivatitzat i no derivatitzat punxats en solució de piridina. 
 
 
 
Figura 27 solapament de cromatogrames de l’Ergosterol derivatitzat i no derivatitzat punxats en solució de piridina. 
 
 
Figura 28 solapament de cromatogrames del Beta-Sitoesterol derivatitzat i no derivatitzat punxats en solució de 
piridina. 
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Figura 29 solapament de cromatogrames del Stigmasterol derivatitzat i no derivatitzat punxats en solució de 
piridina. 
 
Finalment s’opta per treballar els patrons i les mostres derivatitzant-les, ja que ens aporta 
una major sensibilitat i molta més resolució, com queda demostrat en les figures anteriors i 
en la següent figura, on tenim tots els compostos amb els seus noms després d’ésser 
derivatitzats. 
 
 
Figura 30 Cromatograma ampliat en la zona d’interès dels quatre compostos derivatitzats 
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Així doncs, els compostos queden modificats per la sililació que fem per poder treballar amb 
ells en afegir el derivatitzant. En fer la identificació amb la NIST obtindrem aquestes dades: 
  
o Per al Colesterol: 
 
Name: Cholesterol trimethylsilyl ether 
Formula: C30H54OSi 
MW: 458 CAS#: 1856-05-9 NIST#: 71916 ID#: 27147 DB: replib 
Other DBs: Fine, TSCA, EINECS 
Contributor: G.S. KING, CHEM. PATHOL. DEP., QUEEN CHARLOTTE'S HOSP., LONDON, i 
10 largest peaks:  
 329 999 | 129 792 | 368 712 | 353 372 | 73 360 | 
 95 324 | 75 300 | 458 284 | 81 268 | 121 268 | 
Synonyms:  
1.Silane, [[(3á)-cholest-5-en-3-yl]oxy]trimethyl- 
2.Silane, (cholesteryloxy)trimethyl- 
3.O-Trimethylsilylcholesterol 
4.3á-(Trimethylsiloxy)cholest-5-ene 
5.Cholest-5-ene, 3-[(trimethylsilyl)oxy]-, (3á)- 
6.Monotrimethylsilyl derivative of Cholesterol 
7.3-[(Trimethylsilyl)oxy]cholest-5-ene  # 
 
(replib) Cholesterol trim ethyls ilyl ether
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 Figura 31 Espectre de masses del colesterol sililat 
 
o Per a l’Ergosterol 
 
 
Name: Silane, (ergosta-5,7,22-trien-3á-yloxy)trimethyl- 
Formula: C31H52OSi 
MW: 468 CAS#: 2625-45-8 NIST#: 23726 ID#: 28943 DB: mainlib 
Other DBs: None 
Contributor: BAY 0368 
10 largest peaks:  
 69 999 | 73 970 | 363 760 | 337 550 | 81 430 | 
 119 370 | 131 360 | 143 340 | 253 290 | 157 280 | 
 
Synonyms:  
1.(22E)-3-[(Trimethylsilyl)oxy]ergosta-5,7,22-triene  # 
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(m ainlib) Silane, (ergos ta-5,7,22-trien-3á-yloxy)trim ethyl-
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Figura 32 Espectre de masses de l’Ergosterol sililat 
 
o Per al Beta-Sitoesterol 
 
Name: á-Sitosterol trimethylsilyl ether 
Formula: C32H58OSi 
MW: 486 CAS#: 2625-46-9 NIST#: 35277 ID#: 17512 DB: replib 
Other DBs: None 
Contributor: BROOKS/HORNING, INST. LIPID RES., BAYLOR U.C., HOUSTON TEXAS 
10 largest peaks:  
 129 999 | 357 930 | 396 800 | 486 370 | 381 300 | 
 358 260 | 397 260 | 356 205 | 121 199 | 255 163 | 
Synonyms:  
1.Silane, trimethyl[[(3á)-stigmast-5-en-3-yl]oxy]- 
2.Silane, trimethyl(stigmast-5-en-3á-yloxy)- 
3.3-[(Trimethylsilyl)oxy]stigmast-5-ene  # 
 
 
(replib) á-Sitos terol trim ethyls ilyl ether
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Figura 33 Espectre de masses del Beta-sitoesterol sililat 
 
o Per l’Stigmasterol 
 
Name: Stigmasterol trimethylsilyl ether 
Formula: C32H56OSi 
MW: 484 CAS#: 14030-29-6 NIST#: 18033 ID#: 10357 DB: replib 
Other DBs: None 
Contributor: BROOKS/HORNING, INST. LIPID RES., BAYLOR U.C., HOUSTON TEXAS 
10 largest peaks:  
 83 999 | 129 670 | 255 525 | 394 515 | 139 460 | 
 484 420 | 57 280 | 69 280 | 351 230 | 355 225 | 
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Synonyms:  
1.Silane, trimethyl[[(3á,22E)-stigmasta-5,22-dien-3-yl]oxy]- 
2.Silane, trimethyl(stigmasta-5,22-dien-3á-yloxy)- 
3.3á-(Trimethylsiloxy)stigmasta-5,22-diene 
4.(22E)-3-[(Trimethylsilyl)oxy]stigmasta-5,22-diene  # 
 
 
(replib) Stigm asterol trimethyls ilyl ether
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Figura 34 Espectre de masses de l’Stigmasterol sililat 
 
 
Després d’obtenir aquestes noves dades es modifica el mètode abans presentat, ja que els 
ions del mètode en alta sensibilitat no són iguals. Així doncs, s’ha de modificar l’anterior 
taula 7 amb la qual cosa obtenim la taula següent: 
 
Arxiu sintonitzador Atune.u 
Tipus d’adquisició Sim/ Scan simultanis 
Temps d’espera abans injecció  0.80 min 
Scan massa mínima 30.0 
Scan massa màxima 800.0 
Sim ions  69 73 81 83 
129 139 255 329 
337 353 357 363 
368 394 396 486 
 
MS Source (temperatura font) 230ºC 
Ms Quad (temperatura del quadropol) 150 ºC 
Taula 9 noves condicions per al detector del mètode (canvi de ions).  
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8.1.2 Segona fase: obtenció del insaponificat 
 
Anteriorment s’ha parlat de l’insaponificat en el procés de la saponificació. Aquest procés, 
aplicat al projecte, vol aconseguir trencar l’enllaç entre el glúcid i l’esterol; però cal saber què 
és l’insaponificat. L’insaponificat prové de fer una saponificació, que és la reacció química 
entre un àcid gras i un alcalí, amb aquesta reacció s’obtindrà, per un costat, la sal de l’àcid 
gras (sabó) i, per l’altre, l’insaponificat que és la glicerina, amb la qual es treballarà.  
 
Per preparar l’insaponificat s’ha treballat amb una mostra de biodièsel que utilitzem per fer 
totes les proves, però per intentar reduir costos s’ha provat, a més a més, de seguir la 
tècnica oficial de la saponificació, una altre via alternativa que s’exposa a continuació.  
 
La prova consisteix en agafar un tub d’assaig de 50 mL hi afegim 5 mL de biodièsel, 30 mL 
d’etanol 99% i 5 mL de KOH al 50% en aigua; es posa a la estufa a 80 ºC durant 10 hores, 
agitant el tub cada hora de manera que quedi un sòlid amb una textura pastosa a la part 
inferior. Després de les 10 hores en calent es traspassa el contingut a un embut de 
decantació de 500 mL en el qual es fan dues neteges del tub amb 20 mL d’etanol i dues 
amb heptà, es recull tot en l’embut i es deixa en repòs.  
 
Un cop separades les dues fases, la glicerina i l’aquosa, s’extreu de l’embut la fase aquosa 
a un altre erlenmeyer de 250 mL en el qual s’hi afegeixen 5 porcions de 50 mL d’heptà, 
separant cada cop la fase d’heptà, finalment es retira la fase aquosa a un vas de precipitats. 
Arribats a aquest punt s’ajunten les dues extraccions a l’embut de 500 mL en el qual hi 
haurà la glicerina que tractarem amb 3 porcions de 25 mL d’aigua al 10% amb etanol els 
quals es van recollint en vasos de precipitats i es controla el pH fins que aquest sigui bàsic. 
 
L’extracte que s’obté es passa a un baló el qual el posarem al rota vapor i evaporem els 
solvents orgànics, en gran part heptà, el secat es recupera amb 5 mL amb d’heptà. 
 
D’aquest concentrat s’agafen 0,1 g i es tracten com la mostra, 200 µL de piridina i 200 µL de 
MSTFA, deixem reposar 15 minuts i afegim 8 mL de heptà. Finalment posem en vials i 
punxem. 
 
La diferència amb la tècnica oficial és fonamentalment que es tracten 10 mL de biodièsel en 
un erlenmeyer de 250 mL, que el solvent d’extracció és èter de petroli, però el solvent de 
recuperació segueix essent heptà, i en comptes de fer l’assaig a l’estufa es fa escalfant 
l’erlenmeyer a una placa calefactora durant una hora i amb una columna de reflux, tots els 
altres passos són exactament iguals. 
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S’ha vist que després de fer les dues proves és molt millor la prova feta amb els instruments 
i els solvents descrits en la tècnica oficial ja que possiblement el tub de 50 ml no té la 
superfície necessària per poder agitar correctament i sense reflux, podem perdre vapors que 
són necessaris, a més s’ha vist que fent l’extracció amb èter de petroli tota la barreja amb el 
biodièsel és més homogènia. 
 
 
Imatge 4: Embut de decantació. 
 
Imatge 5: matràs erlenmeyer. 
 
En la imatge 4 es pot veure l’etapa de la saponificació en què s’ha fet l’extracció amb èter de 
petroli i en què resta fer la neteja amb la fase etanol aigua. 
En la imatge 5 es veu el matràs amb la mostra ja extreta i rota evaporada, obtenint així la 
part insaponificable de la mostra. Només falta recuperar amb 5 mL d’heptà. 
 
8.2 Altres proves realitzades. 
 
En aquest projecte també s’ha pensat una altre possibilitat per destruir els enllaços, de 
manera que es fraccioni la molècula i es pugui analitzar mitjançant la cromatografia de 
gasos masses. 
 
El que s’ha intentat és fer servir la calor i el pH per trencar aquest enllaç, pesant una 
quantitat de mostra en aquest cas 0,1000 g i afegir-hi una quantitat d’hidròxid de sodi 
(NaOH) 1 molar (M), en aquest cas 1 mL, de manera que es canvia el pH passant de neutre 
a bàsic. Després s’ha portat a una placa calefactora a una temperatura moderada perquè si 
la placa està molt calenta el canvi brusc fa que bulli molt ràpidament i es perdi el contingut 
del vial sortint fora o cremant-se. Un cop fred s’afegeixen 3 mL  d’heptà i s’agita 
vigorosament, de manera que queden dues capes, una la inorgànica provinent del NaOH i 
l’altre la orgànica que és la que es prepararà i punxarà al cromatògraf de gasos masses. 
  
Aquesta prova no ha funcionat ja que no s’han detectat esterols en els cromatogrames, per 
tant s’ha descartat l’ús d’aquesta prova. 
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9.- Resultats obtinguts. 
 
Pel que fa als resultats, havent vist com es prepara cada fase del projecte podem veure 
quins resultats s’han obtingut.  
 
Primerament s’ha preparat una recta de patrons i després s’ha treballat la mostra amb les 
diferents fases. 
 
Així doncs, utilitzant els compostos purs s’han preparat els patrons d’esterols que ens han 
permès fer unes rectes amb bons coeficients de correlació. Els patrons s’han preparat, per 
pesada, fent una sopa dels quatre compostos, i fent diferents dilucions per obtenir unes 
concentracions dins un rang de 30 mg/L a 400 mg/L. S’ha vist que el patró de 400 mg/L no 
dona bona linealitat i per tant s’han acotat les rectes a una concentració propera a 300 mg/L. 
 
Preparació de la sopa: 
 
Compost pes g vol 20 mL piridina 50 µL/8 mL 100 µL/8 mL 200 µL/ 8 mL 300 µL/ 8 mL 400 µL/ 8 mL 500 µL/ 8 mL 
Colesterol 0,1018 5090 31,81 63,63 127,25 190,88 254,50 318,13 
Ergoesterol 0,1188 5940 37,13 74,25 148,50 222,75 297,00 371,25 
Stigmasterol 0,1059 5295 33,09 66,19 132,38 198,56 264,75 330,94 
B-Sitosterol 0,1196 5980 37,38 74,75 149,50 224,25 299,00 373,75 
Taula 10 Concentracions de cada analit en la sopa de compostos.  
 
Com s’observa en la preparació dels patrons, s’ha intentat fer servir els conceptes del 
mètode pel qual hem extret el derivatitzant, i la forma de preparar la mostra. Així doncs, 
s’han pesat els compostos en un matràs de 20 mL i s’ha enrasat amb piridina, seguidament 
s’han agafat vials de 10 mL i s’hi ha posat el volum de 50, 100, 200, 300, 400, i 500 µL de 
patró en cadascun d’ells, després s’han ajustat tots els volums fins a 500 µL amb piridina, 
(per exemple pel primer patró s’ha afegit 50 µL de patró i 450 µL de piridina), excepte el de 
500 µL que ja té aquest volum de piridina, finalment a cadascun s’hi han afegit 200 µL de 
MSTFA i s’han deixat en repòs 15 minuts, un cop passat aquest temps s’hi afegeixen els 8 
mL d’heptà, es posen en vials i es punxen al cromatògraf. 
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En la figura 35 es presenta un dels patrons de la recta que s’ha preparat. 
 
 
Figura 35 Exemple del patró de 400 µL 
 
Com s’ha dit anteriorment l’últim patró s’ha exclòs ja que no donava bones correlacions. 
 
Rectes de regressió: 
 
Colesterol Ergoesterol Stigmasterol B-Sitosterol 
                
Concentració Area Concentració Area Concentració Area Concentració Area 
31,81 26457 37,13 5135 33,09 23551 37,38 23880 
63,63 64947 74,25 11274 66,19 61782 74,75 64846 
127,25 212689 148,50 40425 132,38 220855 149,50 228386 
190,88 374201 222,75 71618 198,56 379607 224,25 399432 
254,50 595271 297,00 114665 264,75 587336 299,00 621466 
Regressió: 0,992 Regressió: 0,991 Regressió: 0,995 Regressió: 0,994 
Taula 11 Rectes de regressió per cada compost. 
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Seguidament s’ha preparat una mostra i una mostra addicionada per veure que els 
compostos tenen resposta en addicionar-los a la matriu amb la qual s’està treballant. 
 
Obtenim així els següents cromatogrames: 
 
 
Figura 36 Cromatograma de la mostra derivatitzada. 
 
 
Figura 37 Cromatograma de la mostra addicionada i derivatitzada. 
 
Fig    
Figura 38 Ampliació de la zona d’interès. 
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Com s’observa en la Figura 38 apareixen els esterols que s’han estudiat, en la mostra són 
molt menors i no apareixen tots, en canvi en la mostra addicionada amb els quatre 
compostos, s’observa l’aparició de tots ells. Així doncs, es pot confirmar que en una mostra 
normal que contingui aquests esterols es podran analitzar amb aquest procés. 
 
Seguidament es realitza la segona fase del treball, la saponificació, un cop feta aquesta 
preparació es tractarà igual que una mostra com s’ha explicat anteriorment en el punt 8.1.1 
d’aquest projecte. 
 
El resultat que es presenta en la Figura 39, dóna la informació que s’esperava. La 
saponificació aconsegueix trencar l’enllaç dels esteril glucòsids i, per tant, obtenim un 
cromatograma amb els esterols estudiats. 
 
 
Figura 39 Ampliació de la zona d’interès de la mostra i l’insaponificable de la mostra.  
 
Finalment, veient la Figura 39 només ens caldrà restar l’àrea de cada compost per obtenir el 
contingut en esteril glucòsids. 
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10.- Conclusions 
 
En l’actualitat el biodièsel és una matèria que està a l’ordre del dia dels biocombustibles i, 
per tant, mereix un estudi complert. Actualment les anàlisis que es fan per determinar la 
seva riquesa i composició són suficients per utilitzar-lo com a combustible. Però hi ha 
compostos dins del propi biodièsel que no estan del tot treballats o estudiats. Són 
precisament aquests aspectes els que donen sentit a aquest projecte, ja que dona una guia 
per poder estudiar més a fons els esteril glucòsids en un futur. 
 
Primer de tot cal dir que s’ha fet un estudi de quins i què són els esterols i com s’han 
d’analitzar cromatogràficament. S’han realitzat diferents proves utilitzant diferents solvents i 
provant amb derivatitzant i sense ell, proves on ha quedat clar que per poder-los analitzar 
cal derivatitzar, sinó cromatogràficament aquests tenen una resolució molt dolenta. També 
s’han realitzat les rectes de regressió per assegurar que aquests tenen una resposta lineal 
com es presenta en els resultats. 
 
Seguidament s’ha treballat amb el mètode de la saponificació, on s’ha optat per una altre via 
per poder treballar sempre els mateixos solvents, en el cas d’aquest projecte l’heptà, però 
ha resultat que no s’aconsegueixen bons resultats.  
Les fases sabó-glicerina generaven una emulsió que només es trencava amb aigua 
saturada de clorur sòdic. 
S’ha optat per utilitzar la tècnica al peu de la lletra. 
 
El resultat obtingut d’aquesta extracció ha assolit l’objectiu proposat que era trencar els 
enllaços dels esteril glucòsids, separant així l’esterol i el glúcid, d’aquesta manera s’ha pogut 
treballar l’esterol i veure el resultat després de derivatitzar. 
 
Finalment, el resultat que s’obté prové de la comparativa entre els pics detectats de la 
mostra directe i de la mostra saponificada. Així comparem i veiem que els pics dels esterols 
de la mostra saponificada són superiors als pics de la mostra directa, per tant, podem dir 
que s’han trencat els enllaços dels esteril glucòsids i que si fem la diferència entre els 
esterols obtinguts cromatogràficament, en les dues fases, obtenim els esteril glucòsids que 
hi ha en la mostra. 
 
Cal dir que després de veure les cromatografies i els resultats el projecte rep un caire més 
d’anàlisi que de contribució a l’estudi dels esteril glucòsids. No obstant això, el resultat ha 
estat molt favorable pel fet d’haver aconseguit el seu objectiu principal, que era el de donar 
una visió nova a aquest estudi. 
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Aquest estudi dona un pas endavant per altres possibles estudis sobre els esteril glucòsids 
on es podran donar nous paràmetres sobre aquest bio combustible i per tant ofereixin al 
productor noves dades per poder produir un biodièsel amb una nova i millor qualitat en front 
dels biodièsels actuals on aquests paràmetres no s’analitzen d’una forma estipulada pels 
estaments de control de productes petrolífers.  
 
 
 
 
11.- Acrònims. 
 
MSTFA:  Nom que se li dona al reactiu derivatitzant utilitzat, n-metil-n-(trimetilsilil) 
trifloroacetamida 
 
NIST:  National Institud of Standards and Technology 
 
FAME: Fatty acid metyl ester, traducció ester del àcid gras. 
 
BXX: Utilitzat per designar la quantitat de biodièsel que conté un gasoil per exemple B20 vol 
dir que el gasoil conté un 20 % en volum de biodièsel. 
 
AOCS: American Oli Chemist’s Society 
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12.- Glossari. 
 
ESTEROL: Són substàncies que tenen un doble enllaç en la posició 5-6, una funció 
alcohòlica en la posició 3 i una cadena lateral alifàtica en el carboni 17, el seu esquelet 
prové dels esteroides. Els esterols estan molt presents en la natura, es classifiquen segons 
la seva naturalesa com a zoo esterols, fito esterols, micro esterols i esterols marins. 
 
GLÚCID: Altrament dit hidrat de carboni o sucre, la seva formula química correspon a 
(CH2O)n són substàncies cristal·lines, dolces i solubles en aigua. La molècula té activitat 
òptica degut a que els diversos carbonis es poden substituir asimètricament. La glucosa és 
la molècula principal ja que en deriven els altres sucres a partir d’ella. 
 
DERIVATITZANT: Substància que s’utilitza combinant-lo amb el compost que es vol 
analitzar de manera que aquest modifica les característiques del compost fent-lo analitzable. 
 
CRU DE PETROLI: S’anomena així el petroli que no ha estat purificat que es manté en el 
seu estat natural. 
 
LÍPID: Nom que es dóna a substàncies formades per un àcid alifàtic de cadena mitja, amb 
nombre parell d’àtoms de carboni (de 4 a 30 àtoms), lligats per un enllaç éster amb una 
amida, éster o alcohol. 
Aquesta molècula també pot tenir altres constituents com pot ser un àcid fosfòric, sulfúric, 
una base nitrogenada o un sucre, la presència d’aquests constituents els hi dóna la propietat 
d’esser insolubles en aigua, i en canvi, solubles amb solvents orgànics apolars. 
Els lípids existeixen en totes les cèl·lules vives en proporcions molt variades segons la 
natura del teixit, podem classificar-los com a lípids simples i complexos, així doncs, els 
simples només tenen carboni, oxigen i nitrogen, són els anomenats greixos o olis segons 
siguin sòlids o líquids, en canvi, els complexos són com els simples però afegint altres 
elements obtenint així els lipoides, fosfolípids esfingolípids i els glicolípids. 
  
CADENA HIDROCARBONATADA: Són tots aquells compostos que estan formats per 
àtoms de carboni i hidrogen, de manera que poden estar units entre ells formant cadenes 
lineals o ramificades, fins hi tot formant estructures en forma d’anell. 
 
ÀCID CARBOXÍLIC O ÀCID GRAS: Substància orgànica que té com a formula R-COOH, 
amb propietats àcides, són els anomenats àcids orgànics i es classifiquen segons la seva 
quantitat de carbonis. Per exemple l’àcid acètic. 
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TRANSESTERIFICACIÓ: S’anomena així a la reacció química entre un ester i un alcohol 
diferent del que forma l’ester per tal d’obtenir un nou ester. 
 
ALCALÍ: Element de la taula periòdica que esta en el grup 1A, per exemple Sodi. 
Es caracteritzen per tenir en els seus àtoms un electró en el últim nivell, així tenen la 
configuració electrònica de gas noble, són sòlids blancs, tous i molt lleugers. 
 
DESTIL·LACIÓ FLASH: La destil·lació flash es la vaporització d’una fracció determinada del 
líquid que estem destil·lant de manera que estigui en equilibri amb el líquid. 
 
FASE ESTACIONÀRIA: En cromatografia s’anomena fase estacionària al sòlid que esta 
dins de la columna el qual té la funció de retenir els compostos de la substància que passa 
per la columna. Amb aquesta retenció el que es vol aconseguir es separar els diferents 
compostos per poder determinar-los després. Es classifiquen segons si són polars o 
apolars. 
 
FASE MÒBIL: En cromatografia s’anomena fase mòbil al solvent o el gas que passa a 
través de la columna, la seva funció es de fer circular la mostra. 
 
SILANITZAR: S’anomena al procés de derivatització amb un compost sililant, canviant parts 
de la molècula per Silicis. 
 
SCAN: S’anomena a un mode que s’utilitza per analitzar una punxada del cromatògraf de 
masses, en aquest cas SCAN fa un mode que on es detecta tot l’espectre de masses del 
compost a analitzar, per tant tenim poca sensibilitat però molta informació del compost a 
determinar. 
 
SIM: S’anomena a un mode que s’utilitza per analitzar una punxada en el cromatògraf a 
diferencia del SCAN el SIM només detecta els ions que nosaltres marquem i per tant es 
mode molt sensible amb poca informació, només ens serveix per quantificar no per 
identificar. 
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